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論文内容要旨
 識b里
 Fヨ尽
 肺気腫は,慢性的で不可逆な難治性肺疾患である。症状を改善する姑息的治療は行われている
 ものの,未だ根治を目指した治療法はない。また,今まで肺気腫の成因に関する研究は数多くさ
 れてきたが,治療を目的とした研究は少ない。1997年に,A11-transretinoicacid(ATRA)
 投与によりマウス肺気腫を機能的,解剖学的に改善することが報告された。しかし,その気腫化
 肺再生がどのような細胞によって行われるのか明らかではなかった。最近,骨髄細胞が内皮細胞,
 上皮細胞,心筋細胞,神経細胞とさまざまな細胞に分化することが報告されている。
 granulocytecolonystimulatingfac七〇r(G-CSF)は,その骨髄細胞誘導作用により,心筋虚
 血後などの虚血組織における血管再生に臨床応用される。また,hepatocytegrow七hfactor
 (HGF)は,血管新生作用とともに上皮の分化誘導を促すことが知られている。肺においては,
 HGFによる肺全摘後の肺胞数増加が報告されている。そこで,本学位では肺気腫の再生治療を
 目指し,(1)骨髄由来細胞の気腫化肺再生における役割の検討,(2)ATRA以外の新たな気腫化肺
 再生治療薬としてのG-CSFとHGFの可能性について検討を行った。
方法
 骨髄由来細胞の分布を同定するため,GFPトランスジェニックマウスの骨髄細胞をC57B/J
 マウスに移植し,GFPキメラマウスを作成した。このGFPキメラマウスは骨髄細胞および血球
 系細胞のみGFP陽性となり,そのほかの各臓器の細胞はGFP陰性である特徴を持つ。このこ
 とにより,各臓器中の骨髄由来細胞の同定が容易に行える。このGFPキメラマウスにエラスター
 ゼを経気道に投与し,肺気腫モデルを作成した。このマウスをランダムに4群にわけ,それぞれ
 に生理食塩水,ATRA,G-CSF,HGFを二1週間連続投与した。投与終了後にマウスを犠牲死さ
 せ,肺を摘出し,4%パラフォルムアルデハイド15cmH20で肺を進展固定した。肺組織切片を
 HE染色し,各群の肺組織の肺胞間距離(Lm)を計測し,気腫病変の指標とした。肺内の骨髄
 由来細胞の分布を同定するため,抗GFP抗体を用いた免疫染色を行った。
 肺胞壁に存在する骨髄由来細胞が,どの種類の細胞に分化したかを明らかにするため,内皮細
 胞のマーカーとしてCD34,上皮細胞のマーカーとしてcytokeratine,血球系のマーカーとし
 てCD45を用い,免疫蛍光染色を行った。また,末梢血液中の単核球を分離し,抗Sca-1抗体,
 抗Flk4抗体,抗。-Kit抗体で染色し,フローサイトメーターで解析した。
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結果
 ATRA投与で今までの報告通り肺気腫病変の改善が認められた。このとき,肺胞壁にGFP陽
 性(骨髄由来)細胞が認められた。また,G-CSF,HGF投与群では肺胞間距離(Lm)がATRA
 よりも著明に改善した(ATRA38%,GCSF44%,HGF90%)。免疫染色ではG-CSF,HGF
 投与群においても,骨髄由来細胞が肺胞壁に存在し,さらに有意に増加していた。また,免疫蛍
 光染色で,肺胞壁にGFP+/CD34+/CD45一の細胞およびGFP+/cytokeratine+/CD45一の
 細胞が認められた。FACSでは,G-CSF,HGF投与群で,マウスの末梢血液中のSca-1+/Flk-
 1+/c-Kit+の細胞が有意に増加した。
考察
 ATRA以上にG-CSF,HGF投与により肺気腫病変の改善が認められた。このとき,肺胞壁
 にGFP陽性細胞が存在し,肺胞再生に骨髄由来細胞の関与が示唆された。これらの細胞は,免
 疫染色の結果より,肺毛細血管内皮細胞および肺胞上皮細胞に骨髄由来細胞が分化したものと考
 えられた。また,G-CSF,HGF投与は,末梢血中の骨髄由来内皮前駆細胞数を増加させる。こ
 のことは,G-CSF,HGFが骨髄からの前駆細胞の遊走を促進させ,肺に・十分な細胞を供給する
 可能性を示唆する。ATRAは,臨床治験で肺気腫の改善効果を示さなかった。本研究において,
 G-CSFまたは,HGFの肺気腫治療薬として有効i生が示唆された。また,このとき,骨髄細胞が
 重要な役割を果たしていると考えられた。
結語
 骨髄由来細胞が再生肺胞に存在することを明らかにした。これらの細胞は,肺胞上皮・毛細血
 管内皮細胞に分化したと考えられた。G-CSFおよびHGFは,骨髄細胞を誘導することにより,
 気腫化肺の肺胞再生を促した。肺気腫の治療薬として,G-CSFまたはHGFおよび骨髄細胞の
 有用性が期待される。
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 審査結果の要旨
 肺気腫は,慢性的で不可逆な難治性肺疾患である。症状を改善する姑息的治療は行われている
 ものの,未だ根治を目指した治療法はない。1997年に,A11-transretinoicacid(ATRA)投
 与によりマウス肺気腫を機能的,解剖学的に改善することが報告された。しかし,その気腫化肺
 再生がどのような細胞によって行われるのか明らかではなかった。Granulocytecolony
 stimulatingfactor(G-CSF)は,その骨髄細胞誘導作用により,心筋虚血後などの虚血組織に
 おける血管再生に臨床応用されている。また,hepatocytegrowthfactor(HGF)は,血管新
 生作用とともに上皮の分化誘導を促すことが知られている。肺においては,HGFによる肺全摘
 後の肺胞数増加が報告されている。そこで,本学位では肺気腫の再生治療を目指し,(1)骨髄由
 来細胞の気腫化肺再生における役割の検討,〔2)ATRA以外の新たな気腫化肺再生治療薬として
 のG-CSFとHGFの可能性について検討を行った。
 骨髄由来細胞の分布を同定するため,GFPトランスジェニックマウスの骨髄細胞をC57B/」
 マウスに移植し,GFPキメラマウスを作成した。(これにより,各臓器中の骨髄由来細胞の同定
 が容易に行えた)。このGFPキメラマウスにエラスターゼを経気道に投与し,肺気腫モデルを
 作成し,更にランダムに4群にわけ,それぞれに生理食塩水,ATRA,G-CSF,HGFを二1週間
 連続投与した。投与終了後にマウスを犠牲死させ,肺を摘出し,4%パラフォルムアルデハイド
 15cmH20で肺を進展固定した。肺組織切片をHE染色し,各群の肺組織の肺胞間距離(Lm)
 を計測し,気腫病変の指標とした。肺内の骨髄由来細胞の分布を同定するため,抗GFP抗体を
 用いた免疫染色を行った。肺胞壁に存在する骨髄由来細胞が,どの種類の細胞に分化したかを明
 らかにするため,内皮細胞のマーカーとしてCD34,上皮細胞のマーカーとしてcytokeratine,
 血球系のマーカーとしてCD45を用い,免疫蛍光染色を行った。また,末梢血液中の単核球を分
 離し,抗Sca-1抗体,抗Flk-1抗体,抗。-Kit抗体で染色し,フローサイトメーターで解析した。
 その結果,ATRA投与で今までの報告通り肺気腫病変の改善が認められた。このとき,肺胞
 壁にGFP陽性(骨髄由来)細胞が認められた。また,G-CSF,HGF投与群では肺胞間距離
 (Lm)がATRAよりも著明に改善した(ATRA38%,GCSF44%,}IGF90%)。免疫染色で
 はG-CSF,HGF投与群においても,骨髄由来細胞が肺胞壁に存在し,さらに有意に増加していた。
 また,免疫蛍光染色で,肺胞壁にGFP+/CD34+/CD45一の細胞およびGFP+/cytokeratine
 +/CD45一の細胞が認められた。FACSでは,G-CSF,HGF投与群で,マウスの末梢血液中の
 Sca-1+/Flk-1+/c-Kit+の細胞が有意に増加した。
 以上より骨髄由来細胞が再生肺胞に存在することを明らかにした。これらの細胞は,肺胞上皮・
 毛細血管内皮細胞に分化したと考えられた。G-CSFおよびHGFは,骨髄細胞を誘導すること
 により,気腫化肺の肺胞再生を促した。これは本研究により始めて明らかとされた所見である。
 更に肺気腫の治療薬として,G-CSFまたはHGFおよび骨髄細胞の有用性が期待され,臨床的
 にも貢献しうる研究であり学位に相応する研究とみなされる。
 よって,本論文は博士(医学)の学位論文として合格と認める。
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